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摘要:蓝斑背肛海兔 (No tarcus Leachii cirro sus Stim pson, NLCS)属于海洋软体动物. N LCS大脑神经节 ( cereb ra l gang lion,
CG )富含高丰度的脂类物质, 并干扰了三氯醋酸-丙酮法沉淀 CG蛋白质. 本实验的目的是找到一种适合提取、分离海兔
CG蛋白的方法. 经各种实验方法对比后,发现超速离心法能有效分离 CG破碎液中的脂类化合物, 提高双向凝胶电泳法
分离 BG蛋白质组的分辨率, 大约可检测到 450个蛋白质点.
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  海兔 (Ap lysia)属于软体动物, 主要分布在热带及
亚热带的浅海海域. 在厦门各浅海区域内均可发现海















曾从 1 000只海兔 CG中分离到大脑多肽 1
( cerebral peptide 1, CP1) , 并测定 CP1的一级结构.
近期, H umm on和黄河清
[ 5, 6]
等分别发现美国加洲海兔
(Ap lysia californica, AC )口腔神经节 ( buccal gang lion,
BG)含有亮氨酸 -亮氨酸多肽内切酶. Rubakh in等曾
采用基质辅助激光解吸飞行时间质谱 (M atrix-assisted
laser deso rpt ionion izat ion / t im e of flight m ass spectrom e-
try, MALDI-TOF-M S)技术研究海兔囊细胞 ( bag cell)




[ 8 ~ 10]













NLCS每只净重在 150~ 300 g之间, 实验前,在人
工海水中喂养 2天,消除其自身体内所携带的污染物.
双向凝胶电泳的试剂均购于 Am ersham B iosc iences公
司 ( Sw eden). 基质 A-氰-4-羟肉桂酸 (HCCA )购于美国





清白蛋白含量为 98. 0%. 实验所需的质谱仪是美国应
用生物系统公司生产的 Voyager DE-STR MALD I-TOF
质谱仪.三氯醋酸 (TCA )等其他化学药品均为分析纯.
1. 2 方 法
( 1)海兔 CG组织切片制备和蛋白质测定
在解剖镜下,分离出海兔 CG, 并置于普通显微镜
下拍摄 CG,剥离非 CG组织与神经连索. 按常规组织
固定方法固定 CG, 并在组织切片机上把 CG组织切成
15~ 25 Lm厚的薄片
[ 11 ]










将从 25只海兔中提取的 CG置于小研钵, 加入
0. 2 g石英砂, 冰浴条件下研磨 10 m in; 随后把粉末转
移至 1. 5 mL的离心管,加入 1. 0 m L 10% TCA /0. 07%
B-巯基乙醇的丙酮组成的沉淀液, 在 - 20 e 下放置
1. 5 h;紧接着离心 15 m in ( 4 e , 15 000 r/m in) , 弃上
清液, 收集沉淀物; 用含 0. 07% B-巯基乙醇的冷丙酮
溶液冲洗后,再悬浮于此液中, 随后再次把样品置于在
- 20 e 冰箱中 1. 5 h, 之后离心 15 m in( 4 e , 15 000
r /m in) . 重复上述离心沉淀步骤, 尽可能地收集沉淀
样品. 所获得沉淀物在真空浓缩仪中浓缩干燥 2 h, 使
之成干粉状;随后向沉淀物加入 330 LL细胞裂解液,
在 30 e 水浴下处理 1 h,离心 15 m in( 20 e , 15 000 r /
m in),所获得上清液再次离心 5 m in( 20 e , 15 000 r /
m in),收集上清液,最后采用双向凝胶电泳法分离 CG






将 16个 CG置于 500 LL的离心管内, 加入样品
裂解液 150 LL,超声破碎 5 m in, 收集样品, 于 4 e 冰
箱中静置过夜. 之后把悬浮液样品置于冷冻超速离心




在 40% 乙腈 ( ACN )和 60%的 0. 1% 三氟乙酸
( TFA)的混和溶液加入过量的 A-氰-4-羟肉桂酸 (H C-
CA ) ,配成 H CCA饱和溶液, 然后进行超声波处理 5
m in;随后在 8 000 g条件下,离心 5 ~ 8 m in; 取离心上
清液作为实验基质. 样品和饱和基质溶液按 1B1体积
比混合后,取 0. 8 LL混合物直接点滴在 MALD I-TOF
质谱仪专用样品靶上,待样品自然干燥后,将样品靶直
接放入质谱仪的靶箱内,进行多肽与蛋白质组成分析.
质谱分析条件为:脉冲氮激光器 ( 337 nm )作为离子解
吸离子源,分析模型选择高分辨率的发射模型,加速电







NLCS的 CNS与其它品种海兔的 CNS相比之下, 缺少
AG
[ 9]
, 它只有两条神经连索分别由胸膜神经节 ( pleu-
ra l gang lion, PLG)直接连接到腹部肌肉. 图 1是 NLCS
的 CG形态显微摄影图. 从图 1中可以看出, CG通过
神经连索的方式与其它神经节沟通, 其中编号为 1, 2,
3的左右处的神经连索端分别连接于左右两侧的 PLG、
足神经节 ( pdea l ganglion, PDG )和腹肌肉. 图中编号




  图 1 蓝斑背肛海兔大脑形态图
  F ig. 1 The con figuration o f CG from the NLCS




















2. 3 HPLC技术分离海兔 CG中的多肽与蛋白
质
  为了了解海兔 CG中蛋白质及多肽的种类及分布
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情况, 作者有意选用 AC的 CG作为研究材料, 采用石
英沙细胞破碎和离心法提取 CG中的混合蛋白质, 并
选用反相 H PLC方法分离 CG的混合蛋白, 进一步去
除高丰度的脂类物质及其他干扰化合物,总共收集了
50管等体积的蛋白质样品. 图 3是采用 MALD I-TOF
质谱技术直接分析第 45管样品所获得的一张质谱图.
图 2 CG蛋白质组双向凝胶电泳图 ( TCA /丙酮沉淀法 )
F ig. 2 2D-PAGE map of CG pro teom e ( TCA / acetone prec ip itate)
从图中可看出,在质荷比 (m /z )位于 1 000~ 6 844
范围内,质谱峰的总峰数目已经超过 20个. 这种现象
说明 CG细胞中至少含有数百种不同组成与结构的蛋
白质. 认为 CG中高丰度的脂类物质直接影响到 TCA
-丙酮法的蛋白质沉淀率 (图 2).
9 m /z
图 3 H PLC分离 CG蛋白组过程中, 第 45管样品的蛋白质质
谱图
测定质荷比 ( m /z )范围: 1 000. 0~ 6 844. 0; 相对激光强
度 2 300 U
F ig. 3 M ass spectrogram of pro tein frac tion ( tubes 45) o f CG sep-
arated by H PLC
HPLC分离技术能有效分离 CG脂类化合物与蛋







2. 4 质谱直接分析 CG组织表层的多肽与蛋
白质


























A, B, C: 激光解吸大脑组织表层的多肽与蛋白质离子化
部位
F ig. 4 M icroscopy photograps of tissue slice of CG from the NLCS
2. 5 超速离心法提取 CG蛋白质组
超速离心技术是常见用于分离脂类化合物和可溶
性蛋白质的有效措施之一. 为进一步减少脂类化合物
的干扰,作者选用略高于 100 000 g离心力的速度分离
CG蛋白质提取液中的脂类化合物,尤其是 CG外表层
的神经胶质物质. 收集可溶性的蛋白质, 并采用双向






旦离心力低于 100 000 g时,样品中仍然含有少量的不
溶解脂类杂质,并影响 CG蛋白质组的分辨率.
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The Optim ized Extraction and Separation of the
Proteome from the CerebralGanglion inAplysia
ZHAN Y -i jie, LU Y ong- jin, ZHUO Hu-i q in, L ING X ue-ping, HUANG H e-qing
*
( D epar tm ent o f B iochem istry and B io techno lo gy, Schoo l o f L ife Sciences, X iam en U nive rsity, X iam en 361005, C hina)
Abstract: The Aplysia (N o ta rcu s L ea ch ii c irro su s S tim pson, N LC S) is an o cean ic m o llusk. T he cerebra l g ang lion ( CG ) in NL CS
con ta in s h ig h abundan t lip id com po unds, ind ica ting that the com pounds interfere strong ly the precip itation o f CG pro te in s w ith trich lo ro-
ace tic ac id-ace tone. T he object o f th is exper im ent is to find a m ethod o f ex trac ting and sepa ra ting the pro teins o f CG in ap ly sia. A fte r
com par iso n o f sev era lm ethod s, an o ve rspread centrifug ation is d isco vered to have capac ity fo r rem o v ing the lip id com po unds in the sus-
pension o f CG fo r pro teom ic stud ies. T he pro teom e reso lution in CG can be im prov ed w ith a typ ica l sepa ra ting appro ach o f 2D-PAG E,
w h ich can detect abo ut 450 pro te in spo ts.
Key words: Aply sia, cerebra l gang lion, pro teom e, o ptim ized separa tion
